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Beschreibung 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zum Auffinden von Insertionselementen (IS-Elemente) oder Transposonen in 
corvneformen Bakterien, ein dazu geeignetes positives Selektionssystem, die so gefundenen IS-Elemente und ihre 
5 Verwendung. 

Insertionselemente (IS-Elemente) sind DNA-Bereiche von etwa 0,6 bis 1 ,8 Kilobasen (kb) Lange, die in prokaryon- 
tischen Genomen innerhalb eines Replikons Oder von einem Replikon zu einem anderen springen (transponieren) kon- 
nen (Craig & Kleckner 1987, in Neidhardt et al. Escherichia coli and Salmonella typhimurium, Cellular and Molecular 
Biology, pp. 1054-1074, ASM Press, Washington, DC). Dabei kann es entwederzur konservativen Transposition kom- 

10 men, d. h. ein Element wechselt seinen Platz, oder es kommt zur replikativen Transposition, wobei nur eine Kopie des 
Elements am neuen Insertionsort integriert, wahrend das Original am alten Platz verbleibt. Bei der replikativen Trans- 
position kann es zur Verschmelzung des Donor- und des Akzeptormolekuls kommen (Replikonf usion). Dieses Zwischen- 
stadium der Transposition kann dann durch Rekombination der an den Fusionspunkten liegenden Kopien der IS-Ele- 
mente wieder aufgelost werden. Bei geeigneter Selektion auf die Replikonf usion kann diese aber erhaften werden. 

is IS-Elemente selbst sind im Gegensatz zu den nahe verwandten Transposonen nicht mit einer selektionierbaren Mar- 
kierung ausgestattet. 

IS-Elemente kodieren meistens nur fur ein einziges Genprodukt, die sogenannte Transposase. Es handelt sich 
hierbei um ein Rekombinationsprotein, das von einem oder zwei offenen Leserastern des Insertionselements abgelesen 
wird und das die Transposition durch die sogenannte i I legitime, d. h. vom Rekombinationssystem des Wirtsorganismus 
20 unabhangige Rekombination an den invers repetitiven Enden des Elements durchfuhrt. 

Bei der Transposition von Insertionselementen in ein bakterielles Gen wird dieses gewbhnlich zerstort, also eine 
Mutation erzeugt (Craig & Kleckner 1987 s.o.). 

Daneben kann es durch polare Effekte, das Unterbrechen der Transkription eines Operons durch die Integration in 
ein vorderes Gen, zur Abschaltung weiter hinten liegender Gene kommen. 
25 Endogene Insertionselemente konnen zur genetischen Instability eines naturlichen oder rekombinanten Mikroor- 

ganismus beitragen. Dabei werden neben Insertionen von IS-Elementen auch Deletionen angrenzender Bereich Oder 
andere Umordnungen von DNA erzeugt. Weiterhin ist bekannt, daG Insertionselemente die Stabilitat von Plasmiden 
besonders unter Produktionsbedingungen negativbeeinflussen konnen (Kumar et al. Trends Biotech. 9:279-284, 1 991 ). 

Insertionselemente wurden bisherschon in einer Anzahl verschiedener Bakteriengattungen nachgewiesen. Bei den 
30 Gram-positiven Bakterien sind Insertionselemente vor allem aus den Gattungen Bacillus, Staphylococcus, Streptococ- 
cus, Lactobacillus und Streptomyces bekannt. 

Insertionselemente aus coryneformen Bakterien, insbesondere Aminosauren produzierenden, sind bisher noch 
nicht beschrieben worden. 

Aufgabeder Erfindung ist es, ein Verfahren zum Auffinden von Insertionselementen in coryneformen Bakterien und 
35 das dazu gehorige positive Selektionssystem zur VerfOgung zu stellen. 

Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zum Auffinden von insertionselementen (IS-Elementen) und Transpo- 
sonen in coryneformen Bakterien bzw. die Untersuchung dieser Bakterien auf die Anwesenheit derartiger Elemente das 
umfaGt: 

40 1.1. die Konstruktion eines aus einem E.coli Mobilisatorstamm mobilisierbaren, nicht selbsttransferierbaren Vek- 
tors, zusammengesetzt aus 

1.1.1 einem DNA-Segment, enthaltend ein in E.coli funktionelles Replikon, 

1.1.2 einem zweiten DNA-Segment, enthaltend das fur die Mobilisierungsfunktion codierende DNA-Fragment 
(Mob-site enthaltend den oriT). 

45 1.1.3 einem dritten DNA-Segment, das in Gram-positiven Bakterien homolog rekombiniert und/oder ein in coryne- 
formen Bakterien funktonelles Replikon enthalt, 
1 .1.4 einem das sacB-Gen enthaltenden DNA-Segment aus Bacillus subtilis, 

1 .2. Ubertragung dieses Vektors durch konjugativen Transfer in die coryneformen Rezipientenstamme, 

1 .3. Anzucht der den Vektor enthaltenden Transkonjuganten in einem ~ 10 % Sucrose-halt igen Nahrmedium, 
50 1 .4. Lyse der Sucrose-resistenten Klone, Spaltung der Plasmide mit Restriktionsendonucleasen und Analyse der 

Fragmente. 

Die Konstruktion der geeigneten Vektoren -jedoch nicht deren Wirkung als Fangvektoren- wird im Prinzip ebenso 
wie das Verfahren zum konjugativen Transfer in der DE-OS 38 41453 beschrieben. 
55 Dieses ist dadurch gekennzeichnet, daG man bevorzugt restriktionsdefekte Zellen eines Gram-positiven Bakteriums 

herstellt und diese nach an sich bekannten Kreuzungsverfahren mit einem den mobilisierbaren Vektor tragenden E.coli 
Mobilisatorstamm mischt. Das Fehlen eines funktionsfahigen Restriktionssystems bzw. der Hitzeschock erleichtert den 
Transfer, es ist aber nicht eine notwendige Voraussetzung dafur. 
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Wahrend sich der Donor bevorzugt in der logatihmischen Wachstumsphase befindet, hat sich fur dsn Zustand des 
Rezipienten die stationare Wachstumsphase als gunstig erwiesen. 

Donor- und Rezipientenzellen werden im allgemeinen im Verhaltnis 1 : 1 bis 1 : 10, bevorzugt 1 : 1 bis 1 : 6. einge- 
setzt. 

5 Die geeigneten mobilisierbaren Vektoren sind nicht selbsttransferierbar. 

Unter Punkt 1.1 verstehen sich allgemein alle in E.coli-Stammen selbstandig replizierden Plasmide (Vektoren), die 
sich nach dem Stand der Technik als fur gentechnologische Anwendungen nutzlich erwiesen haben. 

Beispiele solcher E.coli Vektoren sind pMB9, pBR322, pBR325, pKB111, pUC8, pUC9, pACYC184, pACYC177, 
PSC101. 

10 Ubliche E.coli Vektoren wie pBR325 (Bolivar, F. et al., Gene 2, 95, (1977) Oder pACYC184 (Chang, A.C.Y. und 

Cohen, S.N., J. Bact. 134, 1141 (1978) sind weder selbsttransferierbar noch ausreichend mobilisierbar. 

Diese und andere Vektoren, die nur in Bakterienstammen der E.coli-Gruppe replizieren, werden durch Insertion der 
Mob-site eines Plasmids mit weitem Wirtsbereich in Gram-negativen Bakterien modifiziert. 

Bevorzugt wirddas Plasmid RP4 fur diese Zwecke verwendet. Derartige Vektoren, die ein ~ 1 ,9 kbgroGes Fragment 
is (Mob-site) von RP4 tragen, lassen sich in dem erfindungsgemaBen Verfahren vorteilhaft einsetzen. 

Als Mobil isatorstamme geeignet sind modifizierte E.coli-Stamme, die ein Plasmid im Chromosom integriert oder 
f rei vorliegend enthalten, das in der Lage ist, die zur Mobilisierung notwendigen Funktionen bereitzustellen. 

Es eignen sich insbesondere Stamme, in deren Chromosom ein RP4-Derivat integriert ist, dessen Transfer-Funktion 
in trans auf die Mob-site der oben genannten Vektoren einwirkt. 
20 Geeignete Vektoren und E.coli Mobilisatorstamme, wie z. B. SM-1 0, S68-7 und S1 7-1 sind aus der US-PS 4,626,504 

bekannt. Der den Transfer erleichternde Restriktionsdefekt kann genetisch bedingt sein und z. B. durch mutagene Agen- 
tien (z. B. NTG: Methylnitronitrosoguanidin), erzeugt werden, er kann aber auch physiologisch bedingt sein,z. B. durch 
einen Hitzeschock. Als besonders effektiv hat sich die Hitzebehandlung des Rezipienten unmittelbar vor der Kreuzung 
erwiesen. Dabei sind intakte oder spharoplastierte Zellen einzusetzen. 
25 Damit gelingt es erstmals, gezielt Insertionselemente in Gram-positiven Bakterien zu finden. 

Das fur diesen Zweck eingesetzte positive Selektionssystem (sacB-System) zum Auffinden von Insertionselemen- 
ten in coryneformen Bakterien umfaGt einen mobilisierbaren, nicht selbsttransferierbaren Vektor, der zusammengesetzt 
ist aus: 

30 a) einem DNA-Segment, enthaltend ein in E.coli funktionelles Replikon, 

b) einem zweiten DNA-Segment, enthaltend das fur die Mobilisierungsfunktion codierende DNA-Fragment (Mob-site 
enthaltend den oriT), 

c) einem dritten DNA-Segment, das in Gram-positiven Bakterien homolog rekombiniert und gebenenfalls ein in 
coryneformen Bakterien funtionelles Replikon enthalt, und 

35 d) einem das sacB-Gen enthaltenden DNA-Segment aus Bacillus subtilis. 

Fur die erfindungsgemaBe Isolierung von Insertionssequenzen (IS-Elementen) oder Transposonen wird das 
sacB-Gen aus Bacillus subtilis verwendet (Gay et al., J. Bacteriol. 153:1424-1431 , 1983) Das Gen kodiert fur das Exo- 
enzym Levansucrase, welches die Reaktionen Saccharosehydrolyse und Levan-Synthese katalysiert (Dedonder et al., 
40 Methods in Enzymol. 8:500-505, 1966). Die Expression von sacB in E.coli fuhrt zum Transport des Enzyms ins Peri- 
plasma (Steinmetz et al. Mol. Gen. Genet. 191:138-144, 1983) und ist fur E.coli und andere Gram-negative Bakterien 
letal auf Medien mit uber 5 % Sucrose (Gay et al., J. Bacteriol. 164:918-921). 

Es wurde nun gefunden, daB die Expression des intakten sacB-Genes auch in Gram-positiven Bakterien, wie z. B. 
in C.glutamicum und anderen coryneformen Bakterien zu Letalitat auf Medien mit 10 % Sucrose fuhrt. 
45 Kolonien mit einem inaktivierten sacB-Gen konnen daher auf derartigen Medien positiv selektioniert werden, da in 

diesen Fallen die Inaktivierungdurch Insertionselemente, die in sacB inseriert sind, bewirktwird. Dieses wird dann durch 
eine Restriktionsanlayse lokalisiert. 

Bevorzugt eingesetzt wird der das sacB-Gen enthaltende Fangvektor pWJ5, dessen Restriktionskarte in Abb. 3 
wiedergeben wird. 

so Er leitet sich aus den Plasmiden pECM1 (DE-OS 3841453) und pUM24 (Ried und Collmer, Gene 57, (1987) 

239-246) ab. 

Nach dem Restringieren des Plasmids pUM24 mit den Enzymen BamHI und EcoRV entsteht ein — 1 ,9 kb groBes 
DNA-Fragment, welches das sacB-Gen tragt und bevorzugt eingesetzt wird. 

Auf diesem Weg wurde drei verschiedene, fur die jeweiligen Bakteriengattungen offensichtlich charakteristische 
55 IS-Elemente in einer Reihe von coryneformen Bakterien gefunden, die nach ihrer Herkunft als ISCgl, ISBI1 und ISRfl 
bezeichnet werden (Tabellen 1 und 2). Dabei kann der Wirtsbereich uber die Gattung des Bakteriums, in dem das 
jeweilige IS-Element gefunden wurde, hinausgehen. 

Durch Hybridisierung Digoxygenin-d-UTP markierter DNA von IS-Elementen, die nach dem erfindungsgemaGen 
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Verfahren identlfiziert wurden, gegen z. B. mit EcoRI oder einer anderen geeigneten Endonuclease gespaltene Ge- 
samt-DNA aus dem zu untersuchenden Mikroorganismus werden dann eventuell vorhandene weitere Kopie dieser 
IS-Elemente im Genom dieses Stammes nachgewiesen. 

Gegenstand der Erfindung sind somit insbesondere die in Tabelle 2 aufgefuhrten IS-Elemente, fOr die besonders 
charakteristisch die Gesamtlange, die Lange IR und die Lange DR sind. 

In den Sequenzen der invers repetitiven Enden konnen naturlich Basen Equivalent ersetzt sein, ohne daG sich die 
Wirksamkeit andert, in der Weise, wie es dem Fachmann auch gelaufig ist. Das girt ebenso fur die identifizierte Nucleo- 
tidsequenz von ISCgl (Tab. 2/1 , 2/2). 

Tabelle 1 : 

Test ver schiedener coryneformer Bakterien auf Funktion 
des sacB Genes 

Stamm mit Vektor Sensitivitat Auftreten Insertionen 
pWJ5 gegen 10 Z resisten- in pWJ5 

Sucrose ter Klone 

C . glut amicum 

ATCC 13032 s ♦ ♦ 

ATCC 1 3058 s «■ 

ASO 1 9 s ♦ ♦ 

C . her culis s ♦ ♦ 

C . a ce toa cid- 

ophilum ATCC21350 s ♦ 

B.flavum ATCC14067 s + ♦ 

B . lactofermentum 

ATCC13869 s ♦ 

B . diva r ica turn 

DSM20297 s + 

R.fascians 0M200-1 s ♦ ♦ 

R.fascians DM200-2 s ♦ ♦ 

Abkur zungen : 

C. : Corynebacterium; B.: Brevibacterium; 
R. :Rhodococcus. 



so 
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Tabelle?.: Eigenschaf ten der gefundenen IS-Elemente. 
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Name 


ISCgl 


ISBll 


ISRfl 




Organisraus 


Corynebacterium 


Brevibactorium 


Rhodococcus 




glutamicum 


lactofermentum 


fascians 




Gesamtlange 


<va, 45 kb 


^1,45 kb 


~1,3 kb 


10 


Lange IR 


24 bp 


26 bp 


18 bp 




Lange DR 


8 bp 


8 bp 


3 bp 




Kopien im Wirt 


4-7 


4 


3 




Wirtsbereich 


C. herculis 
B . flavum 






15 




R. fascians 
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IR: invers repetitive Enden 

DR: direkt repetitive Zielsequenz 

kb: Kilobasenpaare 

bp: Basenpaare 



Sequenzen der invers repetitiven Enden 





IR-L 


G 


G 


C 


c 


C 


T 


T 


C 


C 


g 


G 


T 


T 


T 


T 


g 


G 


g 


G 


T 


a 


C 


A 


T 


C 


a 




ISCgl 
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IR-R 


G 


G 


C 


t 


c 


T 


T 


C 


C 


t 


G 


T 


T 


T 


T 


a 


G 


a 


G 


T 


g 


C 


A 


T 


t 


g 




IR-L 


G 


G 


c 


T 


c 


T 


T 


C 


C 


G 


T 


T 


t 


T 


T 


A 


G 


A 


G 


T 


G 


c 


A 


T 


T 


G 




ISBll 
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IR-R 


G 


G 


c 


T 


c 


T 


T 


C 


C 


G 


T 


T 


g 


T 


T 


A 


G 


A 


G 


T 


G 


C 


A 


T 


T 


G 




IR-1 


G 


G 


a 


C 


c 


t 


G 


A 


C 


C 


C 


C 


c 


A 


T 


t 


T 


G 




















ISRfl 
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IR-2 


G 


G 


g 


C 


c 


c 


G 


A 


C 


C 


C 


C 


g 


A 


T 


a 


T 


G 



















* } : Kleinbuchstaben symbol is ieren nichthomologe Basenpaare. 
**>: ISCgl und ISBll besitzen ca . 75% Sequenzhomologie . 
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Anhand einer Mutante von Corynebacterium glutamicum ATCC13032 kann die Wirkung eines IS-Element demon- 
striert werden. 

Die C.glutamicum Mutante LT 5.5 ist eine direkt vom C.glutamicum Wildtyp-Stamm ATCC13032 abgeleitete, spon- 
tan S-(2-Aminoethyl)-cystein (AEC) resistente Mutante, die einen Defekt in der Lysinaufnahme aufweist. Das lysl-Gen 
ist das in C.glutamicum fur die Lysinaufnahme verantwortliche Gen. Dieses und die angrenzenden DNA Regionen sind 
kloniert und die Nukleotidsequenz des lysl-Gens bekannt. 

Seep-Feldhaus, A.-H., Kalinowski, J. und POhler, A. (1991) Mol. Microbiol. 5:2995-3005. 

Hybridisiert man ein mit Dioxygenin-d-UTP-markiertes, 505 bp Sstl-Pstl DNA Fragment aus der lysl Kodierregion 
gegen Gesamt-DNA aus dem C.glutamicum Wildtyp-Stamm ATCC1 3032 und der Mutante LT 5,5, findet man im Wildtyp 
ein 5 kb groBes EcoRI DNA-Fragment, wahrend in der Mutanten LT 5.5 ein ca. 6,5 kb groBes EcoRl DNA-Fragment 
hybridisiert. Die Mutation in dem lysl-Gen der Mutante LT 5.5 ist nach diesem Ergebnis auf die Insertion eines ca. 1,45 
kb groBen DNA-Fragmentes ISCgl zuruckzuf uhren, dessen Basensequenz aufgeklart wurde (Abb. 2/1 , 2/2). 

Mit Hilfe des erfindungsgemaGen Verfahrens gelingt die Bestatigung des Vorhandenseins dieses auf klassischem 
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Wege gefundenen IS-Elements ISCgl. Gleichzeitig warden funf IS-Elemente in C.glutamicum ATCC13032 gefunden, 
die mit Digoxygenin-d-UTP markierter IsCgl -DNA hybridisieren und daher als IS-Elemente vom Typ ISCgl bezeichnet 
werden. 

Unter Verwendung der erfindungsgemaB auf gefundenen IS-Elemente laBt sich eine Anzahl von bestehenden Pro- 
s blemen losen: 

Das bisher bei Bakterien angewandte Verfahren mittels Chemikalien Mutagenesen zu erzeugen, hat den Nachteil, daB 
oft neben der gewunschten noch mehrere andere Mutationen in einer Zelle gesetzt werden, die sich u.U. ungunstig 
auswirken. Zudem sind die mutierten Gene nicht physikalisch markiert, da chemische Agentien unter den verwendeten 
Bedingungen meist nur Punktmutationen (Basenaustausch) bewirken. 

10 Solch ein Basenaustausch oder auch mehrere sind in der Regel nur dazu geeignet, einzelne Gene nicht aber ganze 

Transkriptionseinheiten abzuschalten. 

Transposonen und Insertionselemente schaffen hierbei insofern Abhilfe, daB pro Zelle im allgemeinen nur ein ein- 
zelnes Mutationsere ignis erzeugt wird, und eine so erzeugte Mutation physikalisch markiert ist. Diese Markierung besteht 
entweder in einem selektionierbaren Marker auf dem Transposon oder neben einem Insertionselement oder, bei nicht 

15 soicherart konstruierten insertionselemente, zumindest in einer deutlichen Verlangerung des mutagenisierten Bereichs 
durch eine bekannte Sequenz, die mittels DNA-Hybridisierung identifiziert werden kann. 

Die mutagens Aktivitat von IS-Elementen kann genutzt werden, indem ein selektionierbares Gen (z. B. ein Antibio- 
tika-Resistenzgen) durch Klonierung nach bekannten Verfahren in oderzwischen zwei Kopien eines IS-Elements plaziert 
wird. Das so entstandene (composite) Transposon kann zur Mutagenese benutzt werden, wobei das mutierte Gen durch 

20 das selektionierbare Gen physikalisch markiert ist. 

Damit wird der Einsatzubereich der Transposonmutagenese erweitert. 

Bei derdetaillierten Analyse von bekannten C.glutamicum Transposon-Mutanten stelltsich heraus, daB in manchen 
Fallen auch endogene IS-Elemente ihren Platz im Genom von C.glutamicum gewechselt haben. Es ist dann nicht ein- 
deutigfestzustellen, ob das Transposon oder ein Insertionselement die phanotypisch zu beobachtende Mutation erzeugt 
25 hat. Endogene Insertionselemente konnen also einen storenden Hintergrund bei der Transposon-Mutagenese darstel- 
len. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren gestattet es nun, IS-Elemente schnell zu identifizieren und durch DNA-Hybridi- 
sierung gegen die Gesamt-DNA in einem Transposon-Mutantenstamm festzustellen, ob das Insertionselement-Muster 
verandert ist, und damit die Gefahr besteht, daB die beobachtete Mutation durch ein Insertionselement ausgelost wurde. 

30 Ebenso gewahrleistet die vollstandige Entfernung von endogenen Insertionselementen durch "gene- replace- 

ment "-Tech niken einen Insertionselementfreien Stamm, in dem phanotypische Mutationen eindeutig dem insertierten 
Transposon zugeordnet werden konnen. Mit der Verwendung der identifizierten Insertionselemente als Hybridisierungs- 
sonden bzw. dersacB-Technikzur Identifizierung von IS-Elementen konnen IS-Element-freie Stamme gefunden werden, 
die sich besser zur Transposon-Mutagenese eignen. 

35 Unter optimalen Wachstumsbedingungen liegt die Transpositionsrate von IS-Elementen gewohnlich unter 1 X10~ 7 

pro Generation. Sie wird allerdings deutlich erhoht, wenn der Mikroorganismus durch Anderungen des auBeren Milieus 
oder durch Destabilisierung des inneren metabolischen Gleichgewichts unter StreB gesetzt wird. AuBere StreBfaktoren 
stellenz. B. Hitze, Kalte, Nahrstoffmangel oderantibiotische Substanzen wie Aminosaure-Analoga dar (Craig & Kleckner 
1987). 

40 Gerade rekombinante Mikroorganismen oder auxotrophe bzw. auf Hochproduktion selektierte Mutanten weisen ein 

destabilisiertes inneres Milieu auf und sind aus diesem Grund einer erhohten Transpositionsfrequenz ausgesetzt. 
Dieser Mechanismus kann auch positiv genutzt werden: 

Durch Einsatz der nach dem erfindungsgemaBen Verfahren gefundenen Insertionselemente konnen beispielsweise 
angrenzende DNA-Regionen vervielfaftigt werden. 
45 Die IS-Elemente konnen auch mittels Replikonfusion zur Mutagenese eingesetzt werden. Dabei wird die Replikon- 

fusion und damit die erzeugte Mutation durch Selektion auf diese Fusion stabilisiert. Im Falle einer Fusion zwischen 
dem bakteriellen Chromosom und einem IS-Element tragenden aber nicht replikationsfahigen Resistenzplasmid dient 
die Resistenz des Plasmids zur Selektion auf die stabile Replikonfusion. 

Durch die Entfernung endogener IS-Elemente nach dem erfindungsgemaBen Verfahren konnen die oben ange- 
50 sprochenen Instabilitaten bei Produktionsstammen bzw. unter Produktionsbedingungen wesentlich reduziert werden. 

Mutagenese und Entfernung endogener IS-Elemente setzen im Prinzip bei dem aus dem DE-PS 4027453 bekann- 
ten Verfahren an, bei dem man einen mobilisierbaren E.coli-Vektor, wie er z. B. in Anspruch 1 dieser Erfindung unter 
den Kennzeichen 1.1.1 bis 1.1.3 aufgefuhrt wird, der aber als Kennzeichen 1.1.4 ein das entsprechende IS-Element 
enthaltendes DNA-Fragment aufweist, durch konjugativen Transfer aus einem E.coli Mobilisatorstamm in das ge- 
55 wunschte coryneforme Bakterium transferiert. 
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Beisplel 1 

Mutationsauslosung durch IS-Elemente in Corynebacterium glutamicum: Nachweis und Isolierung eines 
IS-Elementes aus dem lysl-Gen der Mutante LT 5.5 

5 

Die C.glutamicum Mutante LT 5.5 ist eine direkt vom c. glutamicum Wildtyp-Stamm ATCC 1 3032 abgeleitete, spon- 
tan S-(2-Aminoethyl)-cystein (AEC) resistente Mutante, die einen Defekt in der Lysinaufnahme aufweist. Das lysl-Gen 
ist das in C. glutamicum fur die Lysinaufnahme verantwortliche Gen. Dasjysl-Gen unddieangrenzenden DNARegionen 
sind kloniert und die Nukleotidsequenz des jysl-Gens bekannt (Seep-Feldhaus, A. H. et aj., Mol. Microbiol. 5(12): 
10 2995-3005, 1991). 

Ein mit Dioxygenin-d-UTP-markiertes, 505 bp Sstl-Pstl DNA Fragment aus der Jysl Kodierregion (Abbildung 1) 
wurde gegen Gesamt-DNA aus dem C.qlutamicum Wildtyp-Stamm ATCC 1 3032 und der Mutante LT 5.5 hybridisiert. 
Die Gesamt-DNA, isoliert nach der Methode von Altenbuchner und Cullum (Mol.Gen.Genet. 1 95: 1 34-1 38, 1 984), wurde 
zu diesem Zweck mit dem Restriktionsenzvm Eco RI gespalten. Die Spaltungsansatze wurden anschlieGend in einem 

15 0,8% Agarosegel aufgetrennt. Der Transfer der DNA Fragmenteauf eine Nylonmembran (Hybond-N, Amersham, Braun- 
schweig) erfolgte nach der Methode von Southern (J.Mol.Biol. 98: 503-517, 1975). Die Hybridisierung wurde mit dem 
"DNA Labeling and Detection Kit nonradioactive" (Boehringer, Mannheim) durchgefuhrt. 

Das als Hybridisierungssonde verwendete Sstl-Pstl DNA Fragment hybridisiert im C. glutamicum Wildtyp-Stamm 
ATCC 1X32 mit einem 5 kb groGes Eco RI DNA Fragment, wahrend in der Mutante LT 5.5 ein ca. 6,5 kb groGes EcoRI 

20 DNA Fragment hybridisiert. Die Mutation in dem ]y_sl-Gen der Mutante LT 5.5 ist nach diesem Ergebnis auf die Insertion 
eines ca. 1 ,5 kb groGen DNA Fragmentes zuruckzufuhren. 

Zur Bestimmung des Insertionsortes des in das ]y_sl Gen der Mutante LT 5.5 inserierten DNA Fragmentes wurde 
die Gesamt-DNA des C.qlutamicum Wildtyp-Stammes ATCC 13032 und der Mutante LT 5.5 parallel mit den Restrikti- 
onsenzymen Pvu ll und Sstl gespalten. Die Spaltungsansatze wurden anschlieGend im 0,8% Agarosegel aufgetrennt. 

25 Der Transfer der DNA Fragmente und die Hybridisierung mit dem Dioxygenin-d-UTP-markierten Sstl-Pstl DNA Frag- 
ment aus derjysl Kodierregion erfolgte wie oben beschrieben. Die Hybridierung zeigt, daG in der Mutante LT 5.5 sowohl 
das 2,8 kb Pvull DNA Fragment als auch das 0,9 kb Sstl DNA Fragment (Abbildung 1) urn ca. 1,5 kb verlangert ist. Aus 
den Hybridisierungen folgt, daG die Insertion auf dem 283 bp Pvull-Pstl DNA Fragment der Jysl Kodierregion lokalisiert 
ist (Abbildung 1). 

30 Zur Klonierung der Insertion wurde das, in der Mutante LT 5.5 vergroGerte Pvu ll-Pstl DNA Fragment zunachst mit 

Hilfe der "Polymerase Chain Reaction" (Innis, M., A. et a|., PCR Protokoll, Academic Press, 1990) amplifiziert. Die fur 
die PCR-Reaktion eingesetzten Primer sind 20 Basen lange Oligonukleotide mit der folgenden, aus der jysl DNA Se- 
quenz abgeleiteten Sequenz: 

35 Primer 1 : 5 • CAAAATCGGGGCCATCAACA 3 ■ 

Primer 2 : 5 • GAGGACAAACTGCGGTTCTG 3 • 

Die PCR-Reaktion wurde mit folgendem Ansatz durchgefuhrt: 

500 ng Gesamt-DNA aus der Mutante LT 5.5 
40 - 14 ng Primer 1 
14 ng Primer 2 
- 200 u.M d-NTP (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) 

gelost in einem Volumen von 50 jil Taq-Polymerase Reaktionspuffer (Boehringer, Mannheim). Die PCR Reaktion wurde 
45 mit dem Gene ATAQ Controller (Pharmacia) durchgefuhrt. Der Ansatz wurde zunachst 5 min bei 96 °C inkubiert. Nach 
Zugabe von 2,5 unit Taq-Polymerase (Boehringer, Mannheim) wurde dann fur die Amplifikation des 1,8 kb Pvu ll-Pstl 
DNA Fragmentes folgender Zyklus 30 mal durchlaufen: 

1 min 10 sec 53°C 
50 - 2 min 40 sec 72°C 
1 min 10 sec 92°C 

Die amplifizierte DNA wurde in einem 0,8% Agarosegel aufgetrennt und aus dem Gel isoliert (Geneclean BIO101 
Inc., La Jolla, California). Diese DNA wurde mit den Restriktionsenzymen Pstl und Pvu ll gespalten und mit dem Pstl 
55 und Smal qespaltenen E.coli Plasmidvektor pK18mob (Patentanmeldung P4027453.5) ligiert. Mit dem Ligationsge- 
misch wurde der E.coli Stamm DH5oc (Woodcock, D., M. et a]., Nucleic Acids Res. 17: 3469-3478, 1989) transformiert. 
Aus den Transformaten konnte ein Plasmid, genannt pSF3, isoliert werden, welches aus dem Vektor pK18mob und aus 
dem 1 ,8 kb langen amplifiziertem DNA Fragment besteht. 
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Beispiet 2 

Sequenzanalyse des IS-Elementes aus C.glutamicum 

5 Das im Plasmid pSF3 (Beispiel 1) klonierte, etwa 1 .8 kb groBe DNA-Fragment aus der Cglutamicum-MuXanXe LT 

5.5 wurde nach der Methode von Sanger et. al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 74:5463-5467, 1977) mit den Modifikationen 
fur die Sequenzierung doppelstrangiger DNA (Chen und Seeburg, DNA 4:165-168, 1985) sequenziert. 

Dazu wurden mittels durch Restriktionskartierung bestimmter Schnittstellen Deletionsderivate des Plasmids pSF3 
hergestellt . Da das Plasmid pK18mob zur direkten Sequenzierung geeignet ist, konnten diese Deletionsderivate um- 

10 gehend zur Sequenzierung eingesetzt werden. 

Die Sequenzierung erfolgte mit dem T7-sequencing kit (Pharmacia, Freiburg) und den Primern "universal" bzw. 
"reverse". Die Nukleotidsequenz wurde von beiden DNA-Strangen vollstandig bestimmt (Abbildung 2). 

Das IS-Element ISCgl ist 1452 Basenpaare (bp) lang und hat imperfekte invers repetitive Enden von 24 bp Lange. 
An der Insertionsstelle im Jysl-Gen erzeugt es eine direkt repetitive Sequenz von 8 bp. Es tragt zwei offene Leseraster 

15 (ORF), die wahrscheinlich fur Proteine kodieren. ORF1 (bp 1 30 bis 41 7 kodiert fur ein Protein von 96 Aminosauren und 
ORF2 (bp 321 bis 1436) kodiert fur ein Protein von 372 Aminosauren. ORF1 beginnt mit einem ATG -Start kodon, vor 
dem sich eine Sequenz mit Ahnlichkeit zu Ribosomenbindungsstellen Gram-positiver Bakterien befindet (bp 117-121 
5'-AAAGG-3'). ORF2, der das Ende von ORF1 uberlappt, besitzt zwar einige interne mogliche ATG- oder GTG-Start- 
kodons, vor diesen befinden sich allerdings keine sichtbaren Ribosomenbindungsstellen. 

20 

Beispiel 3: 

Konstruktion eines Vektors fur die Isolferung von Insertionssequenzen aus coryneformen Bakterien 

25 Fur die I sol ie rung von Insertionssequenzen (IS-Elementen) oder Transposons wird das sacB-Gen aus Bacillus 

subtilis verwendet (Gay et al., J.Bacteriol. 153:1424-1431, 1983). Das Gen kodiert fur das Exoenzym Levansucrase, 
welches die Reaktionen Saccharose-Hydrolyse und Levan -Synth ese katalysiert (Dedonder et al, Methods in Enzymol. 
8:500-505, 1 966). Die Expression von sacB in 5.co//fuhrt zum Transport des Enzyms ins Periplasma (Steinmetz et al, 
Mol.Gen.Genet. 191:138-144, 1983) und ist fur E.coli und andere Gram-negative Bakterien letal auf Medien mit uber 

30 5% Sucrose (Gay et al., J.Bacteriol. 164:918-921). 

In dieser Erfindung wird das sacB-Gen zum Auffinden von Insertionssequenzen in coryneformen Bakterien einge- 
setzt. Die Expression des intakten sacB-Genes fuhrt auch in C.glutamicum und anderen coryneformen Bakterien zu 
Letalitat auf Medien mit 10% Sucrose (Beispiel 4). Kolonien mit einem inaktivierten sacS-Gen konnen daher auf derar- 
tigen Medien positiv selektioniert werden. Man erhalt so die Moglichkeit, Insertionselemente, die in sacB inseriert sind 

35 aufzufinden. Der IS-Fangvektor pWJ5 (Abb. 3) ist ein Derivat des Plasmides pECM2. Zur Herstellung des Plasmides 
pECM2 wurde das Plasmid pECM1 (Schafer et al., J.Bacteriol. 172:1663-1666, 1990) 1 mit dem Restriktionsenzym Sal\ 
gespalten und mit T4-DNA-Ligase religiert. Dabei wurde ein Derivat, dem das 0,3kb Sa/I -Fragment von pECM1 fehlt 
erhalten und mit pECM2 bezeichnet. Der IS-Fangvektor wurde wie folgt hergestellt: Plasmid pUM24 (Ried und Collmer, 
Gene 57:239-246, 1 987) wurde mit den Restriktionsenzymen BamH\ und EcoRV restringiert, wodurch ein 1 ,9kb groBes 

40 DNA-Fragment entsteht, welches das sacB-Gen tragt. Das Plasmid pECM2 wurde mit dem Restriktionsenzym Xba\ 
gespalten und anschlieBend mit dem Enzym Klenow-Polymerase behandelt, um die an der Spattungsstelle entstande- 
nen uberstehenden Einzelstrang-Enden abzudauen (Maniatis et al., Molecular cloning 1,2nd ed., 5.42, 1989). Die so 
behandelte DNA wurde durch Phenolisierung und Alkoholfallung gereinigt und konzentriert, und anschlieBend mit dem 
Restriktionsenzym BamHI gespalten. Beide Ansatze wurden vereinigt und mit T4-DNA-Ligase ligiert. Mit dem Ligati- 

45 onsgemisch wurden kompetente Zellen des £.co//-Stammes S17-1 (Simon et al., Biotechnol. 1:784-794, 1983) trans- 
formiert. Die Selektion transform ierter Klone erfolgte primar auf PA-Agar (17, 5g Penassay Broth + 15g Agar auf 11 
Medium) mit 50u.g/ml Chloramphenicol. Resistente Kolonien wurden durch paralleles Auftragen auf LB-Medium mit 10% 
Sucrose auf eine erfolgreiche Klonierung des sacB-Genes, erkennbar am sensitiven Phanotyp, nachgetestet. 

50 Beispiel 4: 

tsolierung von IS-Elementen aus coryneformen Bakterien 

Der Nachweis und die Isolierung von Insert ionselementen aus coryneformen Bakterien in groBem MaBstab gelang 
55 durch Anwendung des sacB-Systems: 

Der mobilisierbare Shuttle-Vektor pWJ5 (Beispiel 3) wurde durch Konjugation (DE-OS 3841453.8; Schafer et al., 
J.Bacteriol. 172: 1663-1666 (1990)) aus dem Mobilisatorstamm E.coli S17-1 (Simon et al, Biotechnology 1 : 784-794 

"•zSrEP-A- 0 372 230 
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(1983)) in insgesamt 20 coryneforme Rezipientenstamme aus den Gattungen Arthrobacter, Brevibacterium, 
Corynebacterium, Microbacterium und Rhodococcus ubertragen (Tabelle 1). Die Anwesenheit unveranderter 
pWJ5-Plasmide in den coryneformen Stammen wurde durch Lyse der Transkonjuganten (Birnboim & Doly Nucl. Acids 
Res. 7: 1513-1523 (1979)), Spaltung der Plasmide mit den Restriktionsendonukleasen BamH\ und Sspl und Analyse 

s der Fragmente im Agarosegel verifiziert. Jeder der 20 getesteten Stamme zeigte in anschlieBenden Tests Wachstum 
auf LB-Medium mit Km 25 , aber kein Wachstum auf LBKm 25 -Medium mit 10% Sucrose (Tabelle 1). Diese Sucrose-Sen- 
sitivitat ist auf die Expression des intakten sacB-Genes auf dem Plasmid pWJ5 zu zuruckzufuhren, da Stamme mit dem 
Plasmid pECM2 (Beispiel 3) auf LBkm 25 mit 10% Sucrose wachsen konnen. pWJ5 tragende Einzelkolonien der zu 
testenden Stamme wurden in LB-Flussigmedium bis zum Erreichen der logarithmischen Wachstumsphase bei 30° C im 

10 Luftschuttler inkubiert. Jeweils etwa 5x1 0 9 Zellen wurden anschlieBend durch Zentrifugation fur 10min bei 3000 U/min 
geerntet, das Pellet in 1ml LB-Medium aufgenommen und auf die Oberfiache eines auf LB-Medium plazierten 0,45|xm 
Celluloseacetatfilter (Durchmesser 40mm, Sartorius, Gottingen, FRG) aufgebracht. Nach dem Eintrocknen erfolgte eine 
Inkubation der Zellen fur 20h bei 38,5°C. Die Filter wurden danach mit 1ml LB-Medium abgeschwemmt und je 0,1ml 
der unverdunnten und der im Verhaltnis 1 : 10 mit LB-Medium verdunnten Suspension auf LBKm 25 -Agar 

15 mit 10% Sucrose ausplattiert. Nach 2-3tagiger Aufbewahrung bei 30°C konnten fur alle coryneformen Bakterienstamme 
sucroseresistente Kolonien in unterschiedlicher Haufigkeit erhalten werden (Tabelle 1). Fur Corynebacterium glutami- 
cum wurden pro Ansatz 2,5x10 s Sucrose-resistente Kolonien pro Ansatz, entsprechend einer Frequenz von 5x1 0 -5 
erhalten. 16 Sucrose-resistente Klone wurden exemplarisch durch Lyse, Restriktion der Plasmide mit den Enzymen 
BamHI und Sspl und anschlieBender Agarose-Gelelektrophorese untersucht. In 8 Klonen konnte eine etwa 1,45kb 

20 groBe Verlangerung des sacB-Genes im Plasmid pWJ5 nachgewiesen werden. Samtliche Insertionen wiesen Erken- 
nungsstellen fur die Restriktionsendonukleasen BamHI, Bell, Ncol, Hind\\\ und Dral auf, die auch im Insertionselement 
ISCgl (Beispiel 2) vorhanden sind. Alle getesteten Insertionen hybridisierten mit Digoxygenin-dUTP markierter 
ISCg1-DNA. Mit Hilfe des IS-Fangvektors konnten Insertionen vom ISCg1-Typ zudem aus C.glutamicum AS019, C.fa- 
scians DM200-2, C. fascians DM 200-1, C.herculis und B.f/avum ATCC 14067 isoliert werden (Tabelle 1). 

25 Es wurde Oberdieseine Hybridisierung EcoRI-gespaltenerchromosomaler DN A verschiedenercoryneformer Stam- 

me mit dem Digoxigenin-dUTP markierten 1 ,9kb Fragment aus der PCR-Reaktion (Beispiel 2) durchgefOhrt. Die Hybri- 
disierung zeigt, daB in C.glutamicum ATCC 13032 und in der Mutante LT5.5 jeweils 5 Kopien von ISCgl Oder eines 
sehr ahnlichen Elementes auftreten. Weiterhin wurde ISCgl oder ein sehr ahnliches Element mittels Hybridisierung in 
den Stammen C.glutamicum AS019 und Brevibacterium flavum DSM 20411 identifiziert. Durch Hybridisierung konnten 

30 keine Kopien von ISCgl in C.glutamicum ATCC 1 3058, C.acetoacidophifum ATCC 21 350, Brevibacterium divaricatum 
DSM 20297 und in E.coli K1 2 nachgewiesen werden. Die durch Hybridisierung ermittelten Resultate sind somit in Uber- 
einstimmung mit der mit Hilfe des IS-Fangvektors pWJ5 ermittelten Verteilung von IS-Elementen vom ISCgl -Typ in 
coryneformen Bakterienstammen. 

Eine Insertion anderen Typus wurde aus B.lactofermentum ATCC 13869 isoliert (Tabelle 1) und ISBI1 genannt. 

35 Diese etwa 1 ,4kb groBe Insertion befand sich ebenfalls im sacB-Gen von pWJ5 und weist lediglich partielle Homologie 
zu ISCgl auf. Durch Hybridisierung Digoxygenin-dUTP markierter ISBI1-DNA gegen EcoR\ gespaltene Gesamt-DNA 
aus B.lactofermentum ATCC 13869 wurden 4 Kopien von ISBI1 im Genom dieses Stammes nachgewiesen. 

Eine etwa 1,3kb groBe Insertionssequenz wurde uberdies in Rhodococcus fascians DM200-2 (fruher Corynebac- 
terium fascians) identifiziert (Tabelle 1) und mit ISRfl bezeichnet. Restriktionsanalysen und Hybridisierungsstudien 

40 zeigten nur geringe Ahnlichkeiten zur ISCgl -Familie und zu ISBI1 . Durch Hybridisierung Digoxygenin-dUTP markierter 
ISRfl -DNA gegen Ps fl -gespaltene Gesamt-DNA aus R. fascians DM200-2 wurden 3 Kopien von ISRfl im Genom des 
Stammes nachgewiesen. Eine Kopie von ISRfl konnte auf einem endogenen Plasmid von R. fascians DM200-2 loka- 
lisiert werden. 

Wesentliche Eigenschaften der drei isolierten IS-Element-Typen aus coryneformen Bakterien sind in Tabelle 2 ver- 
45 gleichend zusammengestellt. 

Beispiel 5: 

Mutagenese von coryneformen Stammen durch Einsatz von Insertionselementen 

50 

Das Prinzip der Mutagenese mit Insertionselementen wird am Beispiel des Stammes C.glutamicum ATCC 13058 
und dem IS-Element ISBI1 (Beispiel 4) dargelegt: 

Durch Restriktionsanalyse wurde eine Insertion von ISBI1 in einem 0,65kb groBen H/ndlll-C/a/-Fragment des 
sacB-Genes auf pWJ5 lokalisiert. Durch Restriktion des pWJ5::ISBI1-Plasmides mit den Restriktionsendonukleasen 
55 H/ndlll und Cla\ wurde ein 2,05kb groBes Fragment freigesetzt und nach Auftrennung durch Agarose-Gelelektrophorese 
aus dem Gel isoliert. Hierzu wurde ein schmaler Streifen mit dem entsprechenden Fragment, ausgeschnitten und mit 
2,5-3 Volumen 6 molarer Natriumjodid-Losung versetzt. Nach 10 minutiger Inkubation bei 55°C wurde die DNA aus 
dem nun geschmolzenen Gel mit Hilfe des GeneClean Kits (BIO101 Inc. La Jolla, CA. USA) nach Angaben des Her- 
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stellers isoliert und gereinigt. AnschlieGend wurden die uberstehenden Einzelstrang-Enden des Fragmentes mlt dem 
Enzym Klenow-Polymerase aufgefullt. 

Der mobilisierbare E.coli- Vektor pK18mob (DE-OS 4027453) wurde mlt dem Restrjktionsenzym Sma\ linearisiert 
und nach dem Fachmann gelaufigen Verfahren (Maniatis et al. t Molecular cloning 2nd ed. Abschnitt 1.6, Gold spring 
Harbor Laboratory Press, 1989) mit dem Enzym alkalische Phosphatase behandelt. Der so behandelte Vektor wurde 
mit dem aufgefullten Hin dlll-C/al-Fragment vermischt und mit dem Enzym T4-DNA Ligase ligiert. Der Ligationsansatz 
wurde anschlieGend in den E.co^Stamm Dh5a (Woodcock et ai, Nucleic Acids Res. 17:3469-3478, 1989)transformiert. 
Transformanten wurden auf LB-Medium mit Kanamycin (50u.g/ml) und 5-Brom-4-Chlor-3-lndolyl-p-D-Galctosid 
(20u.g/ml) ausplattiert und fur 24h bei 37°C inkubiert. Wei3e Kolonien wurden auf LB-Medium mit Kanamycin (50jig/ml) 
gereinigt und der Plasmidgehalt durch Lyse der Zellen, Restriktion der Plasmid-DNA und Agarosegelelektrophorese 
analysiert. Klone, die das 2,05kb groBe Insert mit ISBI1 in beiden Orientierungen tragen wurden identifiziert und mit 
pK18mob::ISB!1.1 und pK18mob::ISBI1 .2 bezeichnet (Abbildung 4). pK18mob::ISBI1.1 wurde aus dem Stamm E.coli 
Dh5a isoliert und in kompetente Zellen des Stammes E.coli S17-1 transfonmiert. 

Aus dem Mobilisatorstamm E.co//S17-1 wurde das Plasmid pK18mob::ISBI1.1 durch konjugativen Transfer (Scha- 
fer et a/., J.Bacteriol. 1 72: 1 663-1 666, 1 990, EP-A-0372230) bei auf 38,5°C erhohter Inkubationstemperatur nach C.glut- 
amicum ATCC 13058 Obertragen. Auf Selektionsmedium (LBKm 2 5Nx 50 ) wurden 1500 Trans konjuganten erhalten. 12 
dieser Klone wurden exemplarisch auf ihren Plasmidgehalt hin uberpruft. Dabei wurde keine freie Plasmid-DNA nach- 
gewiesen. 400 Transkonjuganten wurden parallel auf LBKm 25 Nx 50 - und MMKm 25 Nx5 0 -Medium gestochert und fur 2-3 
Tage bei 30° C inkubiert. 3 Klone erwiesen sich als auxotroph, da kein Wachstum auf Minimalmedium zu beobachten 
war. 12 zufallig ausgewahlte Transkonjuganten klone wurden in LBKm 50 -Medium angezogen und die Gesamt-DNA iso- 
liert, mit dem Enzym EcoRI gespalten und im Agarosegel aufgetrennt. Durch Hybridiserung mit Digoxigenin markierter 
FcoRI-gespaltener pK18mob::ISBI1.1-DNA konnte eine Integration des Vektors an unterschiedlichen Stellen in das 
Genom von C.glutamicum ATCC 13058 verifiziert werden. 



Patentanspruche 

1. Verfahren zum Auffinden von Insertionselementen (IS-Elemente) oder Transposonen in coryneformen Bakterien, 
das umfaBt: 

1.1. die Konstruktion eines aus einem E.coli Mobilisatorstamm mobilisierbaren, nicht selbstransferierbaren 
Vektors, zusammengesetzt aus 

1.1.1 einem DNA-Segment, enthaltend ein in E.coli funktionelles Replikon, 

1 .1 .2 einem zweiten DNA-Segment, enthaltend das fOr die Mobilisierungfunktion codierende DNA-Fragment 
(Mob-site enthaltend den oriT), 

1.1.3 einem dritten DNA-Segment, das in Gram-positiven Bakterien homolog rekombiniert und/oder ein in 
coryneformen Bakterien funktionelles Replikon enthalt 

1.1.4 einem das sacB-Gen enthaltenden DNA-Segment aus Bacillus subtilis, 

1 .2 Ubertragung dieses Vektors durch konjugativen Transfer in die coryneformen Rezipientenstamme, 

1 .3. Anzucht der den Vektor enthaltenden Transkonjuganten in einem 10 % Sucrose enthaltenden Nahrme- 
dium 

1 .4 Lyse der Sucrose-resistenten Klone, Spaltung der Plasmide mit Restriktonsendonucleasen und Analyse 
der Fragmente. 

2. Mobilisierbarer nicht selbsttransferierbarer Vektor zum Auffinden von Insertionselementen oder Transposonen in 
coryneformen Bakterien.der zusammengesetzt ist aus 

a) einem DNA-Segment, enthaltend ein in E.coli funktionelles Replikon 

b) einem zweiten DNA-Segment, enthaltend das fur die Mobilisierungsfunktion codierende DNA-Fragment 
(Mob-site enthaltend den oriT), 

c) einem dritten DNA-Segment, das in Gram-positiven Bakterien homolog rekombiniert und/oder ein in coryne- 
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formen Bakterien funktionelles Replikon enthalt, 

d) einem das sacB-Gen enthaltenden DNA-Segment aus Bacillus subtilis. 
Vektor gemaG Anspruch 2, 

dadurch gekennzeichnet, daB man den Vektor pW J 5 (Fangvektor) einsetzt, derdurch die in Abb. 3 wiedergegebene 
Restriktionskarte beschrieben wird und aus 11790 bp besteht 

Insertionselement des Typs ISCgl aus C. glutamicum, C.fascians, C.herculis und B.flavum, bestehend aus ca. 1 ,45 
kb und mit den invers repetitiven Enden von ca. 24 bp Lange: 

IR-L GGCcCTTCCgGTTTTgGgGTaCATca 
IR-R GGCtCTTCCtGTTTTaGaGTgCATtg 
Insertionselement gemaG Anspruch 4, 

dadurch gekennzeichnet, daG es aus 1452 bp besteht und die Basensequenz besitzt: 
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GGCCCTTCCGGTTTTGGGGTA^^ 

10 20 30 40 50 60 

AACGAGCX7ITTTGTCAGGGTTAA 

70 80 90 100 110 120 

MKSTGN IIADTI CRT — E 
GCTCTACCCATGAAGTCTACCGGCAACAT^^ 

130 140 150 160 170 180 

LGLTITGASDAGDYTLIEAD 
CTAGGAC^CACCATCACCGGGGCTTC 

190 200 210 220 230 240 

ALDYTSTCPECSQPG V F R H H 

GCACK^ACTACACCTCCACCTGCCCAGAATXX^CCCAAC 

250 260 270 280 290 300 

THRMLIDLPIVGFPPNCLSV 

FTHRRVSTKL F I R L 
ACCCACCGGATGCrCATTGATTTACCCATCGTOGGGTTTC 

310 3 20 330 340 350 360 

YLATAAPTPHVSKSISKQN* 
PRY RCTNPTCKQKY FQAE LS 
TACCTCGCTACCGCTGCACCAACCCCACATCT 

370 380 390 400 410 420 

CADHGKKVTHRVTRW I L Q R L 
GCTGCGCTGACXACGGTAAAAAGGTCACCCACCGGGTCACC^ 

430 440 450 460 470 480 

AI DRMSVHATAKALGLGWDL 
TTGCTATTGACCGGATGAGTGTTCACGCAACCG 

490 500 510 520 530 540 

TCQLALDMCRELVYNDPHHL 
TAACCTGCCAACn'AGCCCTCGATATGTGCCGTGAGCTGGTC 

550 560 570 580 590 600 

DGVYVIGVDEHKWSHNRAKH 
TTGATGGAGTGT ATGTGATTGGGGTGGATC CT AAGC 

610 620 630 640 650 660 

GDGFVTVIVDMTGHRYDSRC 
ATGGTGATGGCTTTGTC^CCGTGATTC 

670 680 690 700 710 720 

PARLLDVVPGRSAD A L R S W L 
GTCCTGCCCXX5TTATTAGATGTCX3TCCCAGGTOGTAGTGCTC 

730 740 750 760 770 780 

GSRGEQFRNQIRIVSMDGFQ 
TTGGCTCCCGCGGTGAACAGTTCCGCAAT^ 

790 800 810 820 830 840 
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GYATA SKELIPSARRVMDPF 
AAGGCTACGCCACAGCAAGTAAAGAACTCATTC^ 

850 860 870 880 890 900 

HVVRLAGDKLTACRQRLQRE 
TCCATGTTGTGCGGCTTGCTGGTGACAAGCTCACC^ 

g 10 920 930 940 950 960 

KYQRRGLSQDPLYKNRK TL L 
AGAAATACCAGCGTOGTGGTOTAAGCCAGGATCCGTTGTATAAA 

970 980 990 1000 1010 1020 

TTHKWLSPRQQESLEQLWAY 
TGACCACXSCACAAGTGGTTGAGTCCIO 

1030 1040 1050 1060 1070 1080 

D KDYGAIiKLAWLAYQAI I DC 
ATGACAAAGACTACGGGGCGTTAAAGCTTGOGTGG^^ 

1090 1100 1110 1120 1130 1140 

YQMGNKREAKKKMRTIIDQL 
GTTATCAGATGGGTAATAAGCGTGAAGCGAAGAAGAAAATGCGGACCATO 

1150 1160 1170 1180 1190 1200 

RVLKGPNKELAQLGRSLFKR 
TTCGGGTGTTGAAGGGGCCGAATAAGGAACTC 

1210 1220 1230 1240 1250 1260 

LG DVLAYFDVGVSNGPVEAI 
GACTTGGTGATGTGTTGGCGTATITCGATGTT^ 

1270 1280 1290 1300 1310 1320 

NGRLEHLRGIALGFRHLNHY 
TC^CGGACGGTTGGAGCATTTGCGTGGGA^ 

1330 1340 1350 1360 1370 1380 

I LRCLIHSGQLVHKXNAL* 
ACATTCTGCGGTGCCTTATCC^TTCAGGGCA 

1390 1400 1410 1420 1430 1440 

ACAGGAAGAGCC 
1450 



Isertionselemente des Typs ISBI1 aus B.lactofermentum bestehendaus ca. 1 ,45 kb und mit invers repetitiven Enden 
von ca. 26 bp Lange: 

IR-L GGCTCTTCCGTTtTTAGAGTGCATTG 
IR-R GGCTCTTCCGTTgTTAGAGTGCATTG 

Insertitionselemente des Typs ISRF1 aus C.fascians, bestehend aus ca. 1,3 kb und mit invers repetitiven Enden 
von ca. 18 bp Lange: 
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IR-1 GGaCCtGACCCCcATtTG 
IR-2 GGgCCcGACCCCgATaTG 

8. Verwendung der Insertionselemente gemaG den Anspruchen 5 bis 7 zur Mutagenese corynefonmer Bakterien, 
dadurch gekennzeichnet, daft man 

8. 1 einen aus einem E.coli Mobilisatorstamm mobilisierbaren, nicht selbsttransferierbaren Vektor konstruiert, 
zusammengesetzt aus 

8.1.1. einem DNA-Segment, enthaltend ein in E.coli funktionelles Replikon 

8.1.2 einem zweiten DNA-Segment, enthaltend das fur die Mobil isierungsfunktion codierende DNA-Fragment 
(Mob-site enthaltend den oriT), 

8.1.3 einem dritten DNA-Segment, das in Gram-positiven Bakterien homolog rekombiniert und/oder ein in 
coryneformen Bakterien funktionelles Replikon enthalt, und 

8.1 .4. einem das IS-Element enthaltenden DNA-Segment 

8.2 diesen Vektor durch konjugativen Transfer in den coryneformen Rezipientenstamm ubertragt und 
8.3. die den Vektor enthaltenden Transkonjuganten in dem gewunschten Nahrmedium anzieht. 



Claims 

1. Method for the detection of insertion elements (IS elements) or transposons in Coryneform bacteria, which com- 
prises: 

1 . 1 the construction of a vector which is mobilisable from an E. coli mobiliser strain and is not auto-transferable, 
composed of 

1.1.1 a DNA segment, containing a replicon functional in E. coli, 

1.1.2 a second DNA segment, containing the DNA fragment coding for the mobilisation function (mob site con- 
taining the oriT), 

1.1.3 a third DNA segment, which recombines homologously in gram-positive bacteria and/or contains a rep- 
licon functional in Coryneform bacteria, 

1 .1 .4 a DNA segment containing the sacB gene from Bacillus subtilis, 

1 .2 transfer of this vector by conjugative transfer into the Coryneform recipient strain, 

1 .3 cultivation of the transconjugant containing the vector in a nutrient medium containing 10% sucrose, 

1 .4 lysis of the sucrose-resistant clones, cleavage of the plasmids by restriction endonucleases and analysis 
of the fragments. 

2. Mobilisable, not auto-transferable vector for the detection of insertion elements or transposons in Coryneform bac- 
teria, which is composed of 

a) a DNA segment, containing a replicon functional in E. coli, 

b) a second DNA segment, containing the DNA fragment coding for the mobilisation function (mob site con- 
taining the oriT), 
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c) a third DNA segment, which recombines homologously in gram-positive bacteria and/or contains a replicon 
functional in Coryneform bacteria, 

d) a DNA segment containing the sacB gene from Bacillus subtilis. 
Vector according to claim 2, 

characterised in that the vector pWJ 5 (trapping vector) is used, which vector is described by the restriction map 
reproduced in Figure 3 and consists of 11790 bp. 

Insertion element of the type ISCgl from C. glutamicum, C. fascians, C. herculis and B. flavum, consisting of approx- 
imately 1 .45 kb and having the inversely repetitive ends of approximately 24 bp in length: 

IR-L GGCcCTTCCgGTTTTgGgGTaCATca 
IR-R GGCtCTTCCtGTTTTaGaGTgCATtg 

Insertion element according to claim 4, 

characterised in that it consists of 1452 bp and possesses the base sequence: 
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GG CCCTTC OGGTTTTGGGGTACATCACAGAACCTGGGCTAGCGGTGTAGACCCG AAAATA 
10 20 30 40 50 60 

AACGAGCCTTTTGTCAGGGTTAAGGTTTAGGTAT^ 

70 80 90 100 110 120 

MKSTGNIIADTI C R T - E 
GCTCTACCCATGAAGTCTACCGGCAACATCATO^ 

130 140 150 160 170 130 

LGLTITGASDAGDYTLIEAD 
CTAG<^CTCACCATCACCGG<XCTTC 

190 200 210 220 230 240 

ALDYTSTCPECSQPGVFRHH 
GCACTCGACTAC^CCTCCACCTGCCCAGAA^^ 

250 260 270 280 290 300 

THRMLIDLPIVGFPPNCLSV 

FTKRRVSTKLFIRL 
ACCCAC CGGATG CTCATTGATTTACC CATCGTCX^GGTTTCCACCAAACTGTTTATCGGTC 
310 320 330 340 350 360 

Y LATA APT? HVSKSI SKQN * 
PRYRCTNPTCKQKYFQAELS 
TACCTCGCTACCGCTC^ACC^ACCCCACAT^ 

370 380 390 400 410 420 

CADHGKKVTHRVTRW I L Q R L 

GCTG CGCTGACCACGGTAAAAAGGTCAC CCACCGGGTCACCCGCTGGA1TTTAGAACGCC 
430 440 450 460 470 430 

AIDRMSVKATAKALGLGWDL 
TTGCTATTGAC CGG ATG AGTGTTCACGCAA CCGCGAAAGCACTTGGGCT AG 

490 500 510 520 530 540 

TCQLALDMCREL v""y N D P H H L 
TAACCTGCCAACTAGCCCXCGATATGTGCCGTGAGCTGGTCTATAA 

550 560 570 580 590 600 

DGVYVIGVDSHKWSHMRAKH 
TTGATGGAGTGT ATGTCATTGGGGTGGATG AGCATAAGTGGTCACATAAT AGGG CT A-AGC 
610 620 630 640 650 660 

GDGFVTVIVDMTGHRYDSRC 
ATGGTX^ ATGGGTTTGTCACCGTGATTGTCG ATATGACCGGGCATCGGT ATGACTCACGGT 
670 680 690 700 710 720 

PARLLDVVPGRSAD AL RSWL 
GTCCTGCCCGGTTA.TTAGATGTCGTCCCAGGTOGTAGTGCIGATGCTT^ 

730 740 750 760 770 780 

GSRGEQFRNQI RIVSMDG F Q 
TTGGCTCCCGCC^TaAACAGTTCCC^AAT^^ 

790 SOO 810 320 330 840 
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G YATA*SKELI?SARR V MDP? 
AAGGCTACGCC^CA<XZAA<7TAAAGAACTCATTC 

850 860 870 330 890 900 

HVVRLAGDXLTACRQR LQRE 
TCCATGTTGTGCGGCTTCCTCGTC 

910 920 930 940 950 960 

XYQRRGLSQDPLYXNRXT L»L 
AG AAAT AC CAGCGT CGTGGTTT AAGC CAGG AT C CGTTGT AT AAAAA CCGG AAGACCITGT 
97 0 980 990 1C00 1010 1020 

TTHKWLSPRQQSSLEQLWAi 
TCACC^CGCAO^AGTXSCTTGAGTCCTOG 

1030 1040 1C50 1060 1070 1080 

D K D Y G A L K L A W L A Y Q A I I DC 
ATGu~CAAJ\GA CTACGGGGCGTTAAAG CTTC CG7GGCTTGCGT ATC-.GG CG ATTATTGATT 
1090 1100 1110 1120 1130 1140 

Y Q M G M K R Z A K K X M R T I I D Q L 
GTTATCA G ATGGGTAATAAGCG TG AAGCGAAG AAGAAAATGCGG ACO.TT ATTG ATCAGC 
1150 1160 1170 1130 1190 1200 

RVLrXGPNXSLAQLGRSLFXR 
TTCGGGTGTTCAAGGGGCCgAATlA^^ 

1210 1220 1230 1240 1250 1260 

LGOVLAYFDVGVSNGPVSAI 
GA CTTGGTGATG TGTTX^C^TATTTGGATGTTGGTGTCTCCAA.CGGTC CGGT CG AAGCGA 
1270 1230 1290 1300 1310 1320 

WGRLEHLRGIALGFRHLNHY 
TCAA GGGA CGGTTCGAGCATTTGCGTGG-GA TTGCICTA.GG 

1330 1340 1350 1360 1370 1330 

I L R C L I K S G Q L V H X I K A L * 
ACATTCrrcCG<7IGCCT?ATCC^CT 

1390 1400 1410 1420 1430 1440 

ACAGGAAGAGCC 
1450 

Insertion elements of the type ISBI1 from B. lactofermum consisting of approximately 1.45 kb and having inversely 
repetitive ends of approximately 26 bp in length: 

IR-L GGCTCTTCCGTTtTTAGAGTGCATTG 



IR-R GGCTCTTCCGTTgTTAGAGTGCATTG 



Insertion elements of the type ISRF1 from C. fascians, consisting of approximately 1.3 kb and having inversely 
repetitive ends of approximately 18 bp in length: 
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IR-1 GGaCCtGACCCCcATtTG 
IR-2 GGgCCcGACCCCgATaTG 



8. Use of the insertion elements according to claims 5 to 7 for the mutagenesis of coryneform bacteria, 
10 characterised in that 

8.1 a vector which is mobilisable from an E. coli mobiliser strain and is not auto-transferable is constructed, 
which vector is composed of 

is 8.1 .1 a DNA segment, containing a replicon functional in E. coli, 

8.1.2 a second DNA segment, containing the DNA fragment coding for the mobilisation function (mob site con- 
taining theoriT), 

20 8.1 .3 a third DNA segment, which recombines homologously in gram-positive bacteria and/or contains a rep- 

licon functional in Coryneform bacteria, and 

8.1 A a DNA segment containing the IS element, 

25 8.2 this vector is transferred by conjugative transfer into the Coryneform recipient strain and 

8.3 the transconjugant containing the vector is cultivated in the desired nutrient medium. 

30 Revendications 

1. Precede de mise en evidence d'6lements d'insertion (elements IS) ou de transposons dans des bacteries coryne- 
formes, qui comprend : 

35 1.1. la construction d'un vecteur non autotransterable, mobilisable a partir d'une souche mobilisatrice E. coli, 

constitu6 : 

1.1.1. d'un segment d'ADN, contenant un replicon fonctionnel dans E. coli, 

1.1.2. d'un deuxieme segment d'ADN, contenant le fragment d'ADN codant pour la fonction de mobilisation 
(site Mob contenant I'oriT), 

40 1 .1 .3. d'un troisieme segment d'ADN, qui se recombine de maniere homologue dans des bacteries Gram-po- 

sitives et/ou contient un r6plicon fonctionnel dans des bacteries coryneformes, 
1.1.4. d'un segment d'ADN contenant le gene sacB, provenant du Bacillus subtilis, 

1 .2. la transmission de ce vecteur par transfert conjugue dans les souches de receveurs coryneformes, 

1 .3. la culture des transconjugants contenant le vecteur dans un milieu nutritif contenant 1 0 % de saccharose, 
45 1 .4. la lyse du clone resistant a la saccharose, la dissociation des plasmides par des endonucleases de res- 
triction et I'analyse des fragments. 

2. Vecteur mobilisable non autotransf Arable pour la mise en evidence d'6l6ments d'insertion ou de transposons dans 
des bacteries coryneformes, qui est compose : 

so 

a) d'un segment d'ADN contenant un replicon fonctionnel dans E. coli, 

b) d'un deuxieme segment d'ADN contenant le fragment d'ADN codant pour la fonction de mobilisation (site 
Mob contenant I'oriT), 

c) d'un troisieme segment d'ADN qui se combine de maniere homologue dans des bacteries Gram-positives 
55 et/ou contient un replicon fonctionnel dans des bacteries coryneformes, 

d) d'un segment d'ADN contenant le gene sacB provenant du Bacillus subtilis. 

3. Vecteur selon la revendication 2, 
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caracterise en ce que Ton utilise le vecteur pWJ5 (vecteur de depart), qui est decrit dans la carte de restriction 
reproduce dans la Fig. 3 et est constitue de 11790 bp. 

Element d'insertion du type ISCgl provenant des souches C. glutamicum, C. fascians, C. herculis et B. flavum, 
constitue d'environ 1 ,45 kb et avec des extremites a recurrence inverse d'une longueur d'environ 24 bp : 

IR-L GGCcCTTCCgGTTTTgGgGTaCATca 
IR-R GGCtCTTCCtGTTTTaGaGTgCATtg 

Element d'insertion selon la revendication 4, caracterise en ce qu'il est constitue de 1 452 bp et possede la sequence 
de base : 
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(^CCCTTCCGGTTTTGG^ 

10 20 30 40 50 60 

AACGAGCCTTTTGTCAGGCITAAGGTTTAGGTATCT 

70 80 90 100 110 120 

MKSTGN I I A D T I CRT — E 
(XTTCTACCCATGAAGTCTACCXSGCAACATC 

130 140 150 160 170 180 

L G LTITGAS DAGDYTL ^EAD 
CTACX^CTCACCATC^CCGGCGCra 

190 200 210 220 230 240 

AliDYTSTCPECSQPGVFRHH 
GCACTCGACTACACCTCCACCIGCCCAG 

250 260 270 280 290 300 

T HRMLIDLPIVGFP PNCLSV 

F THRRVSTKLFIRL 
ACCCACCGGATGCTCATTGATTTACCCATCGTCG^ 

310 320 330 . 340 350 360 

Y LATAAPT PHVSKS I S K Q N * 
PRYRCTNPTCKQKYFQAELS 
TACCTCGCTACCGCTGCACCAACCCCACATGTAAGCAAAAGT^ 

370 380 390 400 410 420 

C A D HGK KVTHRVT R.W I LQR L 
GCIGOGCIGACCACGGTAAAAAGGTCACCX^ 

430 440 450 460 470 480 

A I DRMSVHATAKAI*GLGWDLi 
TTGCTATTGACCGGATGAGTGTT^ 

490 500 510 520 530 540 

TCQIiAnDMCRELVYN DPHHL 
TAACCTGCCAACTAGCCXTCGATATGTGCCGTGAGCTGGTC 

550 560 570 580 ' 590 600 

D G V Y V I G V D EH.KWS H NRAK H 
TK^TGGAGTGXATGTCATTCGGGTG^ 

610 620 630 640 650 660 

GDGFV TVIVDKTGHRYDSRC 
ATGGTGATGGGTTIGTCACCGTGATICT 

670 680 690 700 710 720 

PARLLOVVPGRSA DALRSWL 
GT CCTG CCCGGrTAlTAG ATGTCCTC CCAGGTOGTAGTGCTGATGCTTTACGGTCCTGGC 
730 740 750 760 770 780 

GSRGEQFRNQIRIVSMDGFQ 
TTGGCTCCCGCGGTGAACAGTTCCGCAATCAGATACGGAT^ 

790 800 810 820 830 840 
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G Y ATA'SK ELIPSARRVMD P F 
AAGGCTACGCCACAGCAAGTAAAGAACTCATTCCTrCTGCTCGT'OGOGTGATGGATCCAT 
850 860 870 880 890 900 

HVVRLAG D KLTACRQRL Q R E 
TCCATGTTGTGCGGCITGCTGGTGACAAGCTCACC 

g 10 920 930 940 950 960 

KYQRRGLSQDPLYKNRKTLL 
AGAAATACCAGCGTOGTGGTTTAAGCCAGGATCCGTTGTATAAAAACCGGAAGA^ 

970 980 990 1000 1010 1020 

T T H KW LS PRQQ ES LE Q L W A Y 
TGACCACGCACAAGTGGTTGAGTCCTOGTC^ 

1030 1040 1050 1060 1070 1080 

DK D Y G A LKLAWLAYQAI I D C 
ATGACAAAGACT ACGGGGCGTTAAAG CTTG TCTGGCTTGCGT ATCAGG CG ATTATTGATT 
1090 1100 1110 1120 1130 1140 

YQMGNKRE AKKKMRTIIDQL 
GTTATCAGATGGGTAATAAGOGTGAAGCGAAGAAGAAAATGCGGACCAT^ 

1150 1160 1170 1180 1190 1200 

RVLKG PNKELAQLGR S L F K R 
TTOGGGTGTTGAAGGGGCCGAATAAGGAACTCGCGCAG 

1210 1220 1230 1240 1250 1260 

LG D V LAY FDVGVS N -G P V E A I 
GACTTGGTGATGTGTTGGCGTATTTC 

1270 1280 1290 1300 1310 1320 

NGRLEHLRGIALGFRNLNH Y 
TCAAOGGACGGTTGGAGCATTTGCGTGGGATTGC^ 

1330 1340 1350 1360 1370 1380 

ILRCLIH SGQLVHKINA L* 
ACATTCTGCGGTGCCCTATCCATT 

1390 1400 1410 1420 1430 1440 

ACAGGAAGAGCC 
1450 



Element d'insertion du type ISB11 provenant de la souche B. lactofermentum et constitue d'environ 1,45 kb avec 
des extremites a recurrence inverse d'une longueur d'environ 26 bp : 

IR-L GGCTCTTCCGTTtTTAGAGTGCATTG 

IR-R GGCTCTTCCGTTgTTAGAGTGCATTG 

Element d'insertion du type ISRF1 provenant de la souche C. fascians, constitue d'environ 1,3 kb et avec des 
extremites a recurrence inverse d'une longueur d'environ 18 bp : 

IR-1 GGaCCtGACCCCcATtTG 
IR-2 GGgCCcGACCCCgATaTG 
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Utilisation de I'6l6ment d'insertion selon les revendications 5 a 7 pour la mutagenese de bact6ries coryneformes, 
caracterisee en ce que : 

8.1 . on construit un vecteur non autotransferable, mobilisable a partir d'une souche mobilisatrice de E. coli, 
constitue : 

8.1 . 1 . d'un segment d'ADN, contenant un rdplicon fonctionnel de E. coli, 

8.1 .2. d'un deuxieme segment d'ADN, contenant des fragments d'ADN codant pour la fonction mobilisatrice 
(site Mob contenant I'oriT), 

8.1 .3. d'un troisieme segment d'ADN, qui se recombine de maniere homologue dans des bactSries Gram-po- 
sitives et/ou contient un replicon fonctionnel dans des bacteries coryneformes, et 

8.1 .4. d'un segment d'ADN contenant Pelement IS, 

8.2. on transmet ce vecteur par transfert conjugue dans la souche de receveur coryneforme, et 

8.3. on cultive le transconjugant contenant le vecteur dans le milieu nutritif souhaite. 
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Abbildung 1: 

In a. isc die Rescr ikcionskarce des 5,6 kb chromosomal en Sau 3A DNA 
Fragmences rait der lvs l Kodierregion als Pfeil gekennzeichnec 
gezeigc. In b isc das als Hybridis ierungssonde verwendece 505 bp 
gro£e Ss_t l- Psc l DNA Fragment dargescellc. In c sind die DNA 
Fragraence gezeigc, die in der Mucance LT 5.5 vergrofierce sind. In 
d isc das 283 bp Pvu II- Psc I DNA Fragment dargescellc, auf dem die 
Insercion lokalisierc vairde. 

Abkurzungen: Be: Bell; E: EcoRI: P: PscI ; Pv: £vull; S: £scl : Sa: 
Sau 3A 
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CXKXrCTTCCXXTTTTTGGGCTACA^ 

10 20 30 40 50 60 

AACGAGCCTTTTGTCAGGGTTAAGGTTTAGCT 

70 80 90 100 110 120 

MKSTGNIIADTICRT-E 
GCTCTACCCATGAAGTCTACOGGCAACATCATO 

130 140 150 160 170 180 

LGLTITGAS DAGDYTLI EAD 
CTAGGACTC^CCATCACCGGOGCTrcOGATGCAGG 

190 200 210 220 230 240 

ALDYTSTCPECSQPGVFRHH 
GCACTCGACTACACCTCCACCTGCCCAGAATGCTC 

250 260 270 280 290 300 

THRMLI DI»PIVGFPPNCLSV 

FTHRRVSTKLFIRL 
ACCCACCGGATGCTCATTGATTTACCC^TCGTCX^ 

310 320 330 340 350 360 

Y LATAAPTPHVSKS ISKQN * 
PRYRCTNPTCKQKYFQAELS 
TACCTCGCTACCGCTGCACX^CCCX^CATGTAAGCA^ 

370 380 390 400 410 420 

cadhgkkvthrvtrwilqrl 
gctgcgctgaccaox;taaaaaggtcacc^ 

430 440 450 460 470 480 

AIDRMSVHATAKALGLGWDL 
TTGCTATIX^CCGGATGAGTGTTCACGCAACCG 

490 500 510 520 530 540 

TCQLALDMCRELVYNDPHHI* 
TAACCnX^CAACTAGCCCTOGATATGTGCCGTGAGCTGGTCT 

550 560 570 580 590 600 

DGVYVIGVDEHKWS HNRAKH 
TTGATGGAGTGTATGTCATTGGGGTGGATGA 

610 620 630 640 650 660 

G D G F VTVIVDMTGHRYDSRC 
ATGGTGATGGGTTTGTCACCX7IGATTGTCG 

670 680 690 700 710 720 

PARLLDVVPGRSADALRSWL 
GTCCTGCCCGGTTATTAGATGTCGTCC^^ 

730 740 750 760 770 780 

GSRGEQFRN QIRIVSMDGFQ 
TTGGCTCCCGCGGTGAACAGTTCCGCAATCAGATACGGATC^ 

790 800 810 820 830 840 
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GYATASKELIPSARRVMDPF 
AAGGCTACGCCACAGCAAGTAAAGAACTCATTCCTTCTGCTC^ 

850 860 870 880 890 900 

HVVRLAGDKLTACRQRLQRE 
TCCATGTTGTGCGGCTTGCTGGTGACAAGCTCACC^ 

910 920 930 940 950 960 

KYQRRGLSQDPLYKNRKTLL 
AGAAATACCAGCGTCX7IGGTTTAAGCCAGGATCCGTTCT 

970 980 990 1000 1010 1020 

TTHKWLSPRQQESLEQLW AY 
TGACCAOGCACAAGTGGTTGAGTCCTCGTCAG 

1030 1040 1050 1060 1070 1080 

DKDYGALKLAWLAYQAI IDC 
ATGACAJUVGACTACGGGGCGTTAAAGCTTC^ 

1090 1100 1110 1120 1130 1140 

YQMGNKREAKKKMRTIIDQL 
GTTATCAGATGGGTAATAAGOGTCAAGCGAAGAAGAAAATGCGGACC^ 

1150 1160 1170 1180 1190 1200 

RVLKGPNKELAQLGRS LFKR 
TTCGGGTGTTGAAGGGGCCGAATAAGGAACTCGCGCAC 

1210 1220 1230 1240 1250 1260 

LG DVLAY FDVGVS MGPVEAI 
GACTTGGTGAlXnXSTTGGCXSTATITCGATGTTGGTC 

1270 1280 1290 1300 1310 1320 

NGRLEHLRG IALGFRNLNHY 
TCAAOGGAOGGTTGGAGCATTrcCGTGGGATTGCTCrAGGT^ 

1330 1340 1350 1360 1370 1380 

I L.RCLIHSGQ LVHKINAL * 
ACATTCTGCGGTGCCTTATCCATTCAGGGCAGTTGGTC 

1390 1400 1410 1420 1430 1440 

ACAGGAAGAGCC 
14 50 
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Abbildung 3 
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Clal 



Hindi 



ISB11.1 jjjgj 2.05 kb 



Hindi 



I SBH.2 W/A 2 < 05kb 




Abb ii dung 4: 

Konstruktion der Vektocen pK18mob : : IS311 . 1 und pKlSmob: : ISBI1 . 2 



Cestreifte Flachen kennzeichnen AnteUe des sacrB-Cenes. 
Auegemalte Flachen kennzeichnen die inverted repeats 
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